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gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (angl. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats)  
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Protein) 
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gensko spremenjeni organizem 
molska masa snovi 
Murashige in Skoog-ovo gojišče 
1-naftalenocetna kislina 
Nicotiana benthamiana 
obrati na minuto 
angl. protospacer adjacent motif 
verižna reakcija s polimerazo (angl. Polymerase Chain Reaction) 






ničta generacija transformantov 
prva generacija transformantov 
prenesena DNA (ang. transfer DNA) 
nukleaze TAL efektorjev (angl. transcriptional activator-like effector 
nucleases) 
utišanje genov povzročeno z virusom (angl. virus induced gene silencing) 
nukleaze z motivi cinkovih prstov (angl. zinc finger nucleases) 
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Adventivna regeneracija – razvoj poganjkov iz nemeristemskega rastlinskega tkiva 
 
Agarozna gelska elektroforeza – metoda za ločevanje molekul nukleinskih kislin (DNA ali 
RNA) glede na njihovo velikost s premikanjem negativno nabitih molekul skozi agarozni 
gel v električnem polju 
 
Aklimatizacija – postopno prilagajanje organizma, vzgojenega in vitro, na nove okoljske 
razmere 
 
Aseptično delo – delo, opravljeno v sterilnem okolju s sterilnim orodjem 
 
Avtoklaviranje – postopek sterilizacije s pomočjo povišane temperature in tlaka vodne pare 
 
»Baby jar« – steklena posoda za gojenje rastlin v in vitro pogojih 
 
Ciklični termostat – naprava, ki jo uporabljamo za doseganje in ohranjanje specifične 
temperature po vnaprej določeni časovni shemi 
 
DNA polimeraza – encim, ki katalizira sintezo DNA z vezavo (polimerizacijo) 
deoksiribonukleotidnih enot 
 
Genska transformacija – proces spremembe genoma bakterijske ali neživalske 
evkariontske celice z vstavitvijo tuje (eksogene) DNA v genom 
 
In vitro – procesi in poskusi, ki potekajo v nadzorovanem okolju, zunaj živega organizma 
(iz lat. »v steklu«). 
 
In vivo – procesi, ki potekajo v živem organizmu (iz lat. »v živem«) 
 
Izseček – izrezan del rastline ali tkiva, ki ga pripravimo za in vitro kulturo 
 
Kalus – skupek nediferenciranih rastlinskih celic 
 
Plazmid – večinoma krožna (lahko tudi linearna) dvovijačna molekula DNA, ki je 
sposobna samostojnega podvojevanja 
 
Subkultivacija – presajanje rastlin v aseptičnem okolju na nova gojišča 
 
Termolabilnost – toplotna občutljivost. Lastnost snovi, da razpade ali izgubi biološko 
aktivnost pri povišani temperaturi 
 
Transiluminator – naprava za vizualizacijo rezultatov iz agaroznega gela s pomočjo 
osvetlitve z ultravijolično svetlobo 
 
Začetni oligonukleotidi – kratka enoverižna zaporedja nukleinskih kislin, ki služijo za 
začetek podvojevanja DNA pri verižni reakciji s polimerazo 
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1 UVOD 
Svetovno kmetijstvo se mora vedno bolj prilagajati podnebnim spremembam in 
naraščajočemu se svetovnemu prebivalstvu, pri čemer je ena izmed obetajočih rešitev 
uporaba gensko spremenjenih rastlin. Rastline je namreč potrebno prilagoditi novim 
okoljskim razmeram, kot so pomanjkanje in prevelike količine vode, škodljivci ter obenem 
povišati pridelek na enako veliki pridelovalni površini. Genski inženiring se od 
konvencionalnih načinov žlahtnjenja (umetna selekcija, naključna mutageneza, cepljenje 
dveh vrst itd.) razlikuje po dveh bistvenih stvareh: 1) genski inženiring vnaša v rastlino 
enega ali več posameznih, točno določenih genov, in 2) s pomočjo genskega inženiringa 
lahko v rastlino vnašamo gene iz katere koli vrste (Ronald, 2011). Bistvene zahteve za 
prenos gena v rastlinsko celico so možnost prenosa v ciljno tkivo in regeneracije le-tega ter 
izbira postopka, ki bo nudil zadovoljivo frekvenco transformiranih rastlin (Birch, 1997).  
 
Tehnologij za vnos genov v rastlinsko celico je več, a kot najpogostejši se pojavlja način 
prenosa z vektorjem, za katerega se v večini primerov uporablja patogena talna bakterija 
Agrobacterium tumefaciens. V naravnem okolju ta bakterija vstopa v poškodovane 
rastlinske celice, v katerih povzroča nekontrolirano delitev in tvorbo tumorja. Bakterija 
vsebuje tako imenovani Ti- plazmid, s katerim vnesemo v rastlinsko celico želeni gen (Žel, 
1996). V rastlino se prenese le del Ti- plazmida, ki ga imenujemo T-DNA in na splošno 
predstavlja manj kot 10 % Ti-plazmida. Prenos T-DNA iz plazmida v rastlinsko celico je 
odvisen od virulence (vir geni), ki jo vsebuje Ti-plazmid. Vir geni namreč sodelujejo od 
prenosa do vgraditve T-DNA v rastlinski genom. Po drugi strani je Ti-plazmid zelo velik, 
kloniranje tujega gena v Ti-plazmid pa težavno. Kljub temu so znanstveniki odkrili dva 
načina, kako želeni gen vključiti v plazmid: kloniranje gena v cis obliki na Ti plazmidu ali 
kloniranje gena v T-DNA, tako da je ta ločena od vir genov, kar imenujemo binarni 
plazmidni vektor (Stanton, 2003). Poleg želenega gena pa v rastlino vnesemo tudi 
selekcijske in reporterske ali markerske gene, ki nam pozneje omogočajo ločevanje med 
transformiranimi in netransformiranimi rastlinami (Žel, 1996). 
 
Nicotiana benthamiana Domin. je modelna rastlina, ki spada v rod Nicotiana in je 
endemična vrsta Avstralije. Uporaba te vrste kot modelni organizem narašča predvsem 
zaradi velike dovzetnosti za viruse, zato se ta rastlina v zadnjem desetletju uporablja 
večinoma za študije virologije in genskega utišanja. Zaradi vse večje uporabe rastline 
Nicotiana benthamiana kot modelnega organizma so začeli vse bolj raziskovati tudi 
rastlino samo. Odkrili so, da je rastlina zelo variabilna, kar se opazi že po zunanjih 
lastnostih rastline, kot so velikost cvetov in oblika listov, še bolj presenetljivo pa je 
dejstvo, da to pomembno vpliva tudi na lastnost, kot je dovzetnost za virusne okužbe. 
Zaradi sorodnosti s pomembnimi poljščinami, kot so krompir, paradižnik, paprika, pa ta 
rastlina pridobiva pomembno vlogo pri raziskavah rastlinskih patogenov (Goodin in sod., 
2008). 
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1.1 CILJI RAZISKOVANJA 
Cilji magistrskega dela so bili vzpostavitev protokola transformacije rastline vrste 
Nicotiana benthamiana z uporabo bakterije A. tumefaciens, regeneracija transformiranih 
poganjkov (T0), rast in razvoj teh poganjkov v tkivni kulturi ter njihova aklimatizacija in 
gojenje v naravnih razmerah. Poleg tega smo želeli uspešno transformirane rastline (T0) 
samooprašiti in preveriti uspešnost prenosa transgena v naslednjo (T1) generacijo. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
S pomočjo kokultivacije z bakterijo Agrobacterium tumefaciens bomo uspešno vnesli tri 
različne gene hptII, ZsGreen in Cas9 v vrsto Nicotiana benthamiana. 
Geni se bodo stabilno vgradili v rastlinski genom in prenesli v naslednjo generacijo, kar 
bomo potrdili v T1 generaciji, s pomočjo PCR in gelske agarozne eletroforeze. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 Nicotiana benthamiana Domin 
Rastline rodu Nicotiana uvrščamo v družino Solanaceae (razhudnikovke), kamor spada 
tudi vrsta tobaka Nicotiana benthamiana s sinonimom Nicotiana suaveolens var. cordifolia 
Benth (Nicotiana benthamiana, 2017). Rod Nicotiana vključuje 76 vrst, večina katerih 
izhaja iz tropskih in subtropskih predelov Južne Amerike in Avstralije (Goodin in sod., 
2008). Nicotiana benthamiana je endemična vrsta v Avstraliji, ki raste na petih habitatnih 
območjih, kjer uspeva v sušnih razmerah, najpogosteje v skalnih razpokah in jamah. 
Rastlina zraste do 1,5 m v višino, je srednje gosto puhasta s trihomi. Listi vzdolž rastline so 
v spodnjem delu široko ovalni, proti vrhu pa ozko ovalni. Listna ploskev je dolga do 15 cm 
(izjemoma do 23 cm) z listnimi peclji, dolgimi do 6 cm, ki so na splošno ozkokrilati, 
zgornji listi pa skoraj sedeči. Cvetovi so posamični in izhajajo iz zalistja ali členka. Cvet je 
cevasto-lijast, dolg 20 do 60 mm in zvezdaste oblike. Plod je mnogosemenska glavica 
velika 6 do13 mm (Nicotiana benthamiana, 2017). 
 
.  
Slika 1: Nicotiana benthamiana v naravnem habitatu (Davis in sod., 2017). 
 
Laboratorijski sev N. benthamiana, ki se uporablja po vsem svetu, izhaja iz lokacije v 
bližini rudnika zlata Granites Gold. Posebnost laboratorijskega seva je v mutaciji, ki 
omogoča preživetje v ekstremnih pogojih. Mutacijo povezujejo z večjo dovzetnostjo za 
viruse, obenem pa tudi s podvojeno velikostjo semena in hitrejšo rastjo v zgodnjih fazah 
rasti (Natural distribution …, 2017). 
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Nicotiana benthamiana je alotetraploid, enako kot N. tabacum, izhaja pa iz hibridizacije 
dveh neznanih prednikov (Bombarely in sod., 2012), nekateri kot možnosti navajajo N. 
suaveolens in N. debneyi (Clemente, 2006; Davarpanah in sod., 2009). Je ena izmed dveh 
vrst, ki ima 19 parov kromosomov in ima kar 20–krat večji genom kot Arabidopsis 
thaliana, (Goodin in sod., 2008), genom N. benthamiana je namreč ocenjen na velikost 3 
Gb (gigabaze) (Bombarely in sod., 2012), kar lahko omeji uporabo v genetiki. Vendar je to 
zanemarljivo v primerjavi s pozitivnimi lastnostmi te rastline. Kot najpomembnejšo 
lastnost te vrste izpostavljajo veliko dovzetnost za viruse, vendar so potrdili, da obstajajo 
variacije znotraj vrste v dovzetnosti za viruse. Vse večjo uporabo Nicotiana benthamiana 
kot modelni organizem v rastlinski genetiki predstavljajo predvsem tri nove tehnologije na 
področju rastlinske virologije. Kot prva tehnologija, ki jo izboljšujejo, je sposobnost 
izražanja tuje DNA s pomočjo virusnih vektorjev, ki ni le sredstvo za spremljanje gibanja 
virusa v živih celicah, temveč nudi tudi nove vpoglede v temeljne vidike biologije rastlin. 
Kot druga tehnologija je naveden razvoj vektorjev, ki temelji na metodi z virusom in jo 
imenujemo »utišanje genov povzročeno z virusom« (VIGS). Ta deluje na  protivirusnem 
obrambnem mehanizmu iRNA v rastlini, proti kateremu so virusi razvili mehanizem 
genskega utišanja. Kot tretja tehnologija pa je navedena agroinfiltracija, ki najbolje uspe 
prav v N. benthamiana, veliko slabše pa v ostalih rastlinah (Goodin in sod., 2008).  
 
Kot pomembni lastnosti modelnega organizma N. benthamiana je potrebno izpostaviti tudi 
njegov kratek življenjski cikel in bližnje sorodstvo pomembnim kmetijskim rastlinam, kot 
sta krompir in paradižnik (Davarpanah in sod., 2009). 
2.2 GENSKA TRANSFORMACIJA RASTLIN 
Človek si že od nekdaj želi izboljšati rastline in jih prilagoditi svojim potrebam. Tako je že 
zgodaj začel z odbiranjem semen rastlin z želenimi lastnostmi, kasneje pa se je razvilo 
križanje rastlin, ki so imele želene lastnosti. A te tehnike so počasne in zamudne, zato smo 
v zadnjih desetletjih priča hitremu razvoju genskega inženirstva, ki omogoča natančnejši 
vnos genov v rastline in s tem hitrejše in natančnejše žlahtnjenje rastlin. To je mogoče 
zaradi novih biotehnoloških metod, izboljšanih orodij za gensko manipulacijo in velikega 
števila kloniranih genov, ki omogočajo boljše poznavanje rastlinskega genoma, njegove 
organizacije in ekspresije. 
 
Vnos genov v rastlino poteka na različne načine, v grobem metode delimo na neposredne 
ali direktne in posredne s pomočjo vektorjev. Eden izmed načinov direktnega vnosa genov 
je elektroporacija, kjer s pomočjo električnega toka v protoplast, ki je rastlinska celica brez 
celične stene, vnesemo želeno DNA. Kot že ime pove, s pomočjo električnega toka 
naredimo začasne pore v membrani, ki nam omogočajo vnos, vendar je uspeh odvisen od 
mnogih dejavnikov, saj so protoplasti zelo občutljivi in se težko regenerirajo. Biolistična 
metoda uporablja za vnos DNA delčke volframa ali zlata v velikosti 0,4-2,0 µm, na katere 
je pritrjena DNA. Ti delčki so dovolj majhni, da s pomočjo velike hitrosti predrejo celično 
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steno in membrano, kljub temu pa ne uničijo celice. Metoda se uporablja predvsem pri 
enokaličnicah in za vnos DNA v organele. Nekatere ostale metode direktnega vnosa DNA 
so še mikroinjiciranje, mikrolaser in s pomočjo liposomov.  
 
Posredni vnos genov se izvede s pomočjo vektorjev oz. prenašalcev. Kot najpogostejši 
vektor se uporabljata bakteriji Agrobacterium tumefaciens, ki povzroča tumorske 
zadebelitve in A. rhyzogenes, ki povzroča nenormalno razrast koreninskega sistema (Žel, 
1996). Bakterije iz rodu Agrobacterium lahko prenesejo DNA v številne organizme, na 
primer dvokaličnice, enokaličnice, glive. Odkritje A. tumefacines sega v leto 1907, ko so 
odkrili, da povzroča tumorske zadebelitve na rastlinah. Naslednje veliko odkritje o A. 
tumefaciens je bilo leta 1940, ko so ugotovili, da je zelo težko izolirati bakterijo iz 
tumorskega tkiva, kar je pripeljalo do sklepanja, da za rast tumorja ni potrebna živa 
bakterija in da je bakterija tumor inducirajoča. Ključno je bilo odkritje, da so tumorske 
celice trajno spremenjene ter da rastejo »in vitro« v gojišču, ki ne podpira rasti normalnega 
rastlinskega tkiva. Vse to je spodbudilo obsežna raziskovanja na tem področju. Sledila so 
odkritja o nenavadnih gvanidinskih derivatih, ki jih ni mogoče zaslediti v normalnih 
rastlinskih celicah in jih danes poznamo pod imenom opini, ti pa so odvisni od seva 
bakterije in ne od gostiteljske rastline. Kot tretjo zanimivo ugotovitev navajajo, da 
segrevanje gostiteljske rastline (36 °C), zmanjša število tumorjev, saj se plazmid za 
virulenco izloča s segrevanjem. Vendar prenos med evkariontskimi in prokariontskimi 
celicami v naravi ni bil nikoli opažen, zato je bilo dokazati prenos DNA velik izziv vse do 
pojava orodij v molekulski biologiji. Ključno odkritje je bilo leta 1974, ko so ugotovili, da 
patogeni sevi vsebujejo velik plazmid, medtem ko ga nepatogeni sevi ne. To je pripeljalo 
do zaključka, da so plazmidi tesno povezani s tumor inducirajočim učinkom, ki ga danes 
označujemo kot Ti-plazmid (Nester, 2008).  
 
Za prenos in vključitev želene DNA v rastlino uporabljamo naravni sistem bakterije Ti-
plazmid, ki ga bakterija vsebuje poleg kromosoma in ji omogoča tumorske zadebelitve in 
prehod v rastlinsko celico brez uničenja. Ti- plazmidi so velikosti 200 do 800 kbp, prenese 
pa se le del plazmida, ki ga imenujemo T-DNA, v velikosti 10 do 30 kbp, ki ga omejujejo 
leve in desne robne sekvence v velikosti 25 bp. Na Ti-plazmidu se poleg T-DNA nahajajo 
tudi geni za virulenco (vir geni) in geni za tvorbo rakastih celic (onc geni). Slednji so pri 
plazmidih, ki jih uporabljamo za transformacijo, odstranjeni. Tak plazmid imenujemo 
razoroženi in nam omogoča, da se transformirane celice normalno delijo. Vendar so taki 
plazmidi veliki in zato je z njimi težko gensko manipulirati. Napredek je prineslo 
spoznanje, da ni potrebno, da se vir regije in T-DNA nahajajo na enem plazmidu. Binarni 
plazmidni vektorji, ki jih tako imenujemo, ker se T-DNA in robne sekvence nahajajo na 
enem plazmidu, vir regije pa na drugem, nam omogočajo, da z binarnim plazmidom 
manipuliramo in ga namnožujemo v E. coli, saj je bistveno manjši (25 kbp), in ga šele nato 
konjugiramo v A. tumefaciens (Stanton, 2003). 
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Pri prenosu T-DNA iz bakterije v rastlinsko celico pomembno sodelujejo vir operoni, 
označeni kot virA, virB,…virG, skupaj z virulentnimi kromosomskimi geni ChvA in ChvB. 
Kromosomska gena sta pomembna za pritrditev A. tumefaciens na celično steno. ChvB 
kodira protein, ki sodeluje pri sintezi cikličnega β-1,2 glukana, medtem ko ChvA kodira 
transportni protein v bakterijski notranji membrani in je nujen za transport β-1,2 glukana v 
periplazmo (Murovec in Luthar, 2013). Poškodovana rastlina sprošča fenolne komponente, 
ki aktivirajo virA, ta pa nato fosforilira virG protein, ki aktivira in poveča učinkovitost 
ostalih vir genov. VirC1/C2 sta pomembna za virulenco, dokazano je namreč, da mutacija 
teh dveh genov pomembno vpliva na izgubo virulence za mnogo rastlinskih vrst. Vir 
D1/D2 cepita robne sekvence T-DNA, virD4 pa pomaga pri interakciji med T-DNA in 
virD2. VirD2 naj bi vplival tudi na učinkovitost in »natančnost« integracije T-DNA, ki je 
pripeta na 5' konec T-DNA. Vloga virE še ni popolnoma pojasnjena, domnevno naj bi 
ščitil T-DNA pred razgradnjo z nukleazami. Produkti virB operona pa tvorijo membranski 
kanal ali pa služijo kot ATP energija za izgradnjo kanala in prenos T-DNA. Membranski 
kanal ali pilus, ki je povezava med bakterijo in rastlinsko celico, pa je temperaturno 
neobstojen. Navajajo, da naj bi bil najbolj obstojen pri nižjih temperaturah, kot je 
optimalna temperatura za bakterije, in sicer od 18 do 20 °C, kar lahko vpliva na uspešnost 
prenosa (Stanton, 2003). 
2.2.1 Selekcijski in reporterski geni 
Na binarnem plazmidu se poleg T-DNA nahajajo navadno še selekcijski in reporterski 
geni, ki nam omogočajo ločevati transformirane rastlinske celice od netransformiranih. 
Poznamo pozitivno in negativno selekcijo. Pri negativni selekciji propadejo transformirane 
celice, pri pozitivni selekciji pa je rast omogočena transformiranim celicam, 
netransformirane pa praviloma propadejo. Selekcijski geni so pogosto geni za odpornost na 
antibiotike. Najpogosteje sta na primer uporabljena gena nptII (bakterijski gen, ki kodira 
encim neomicin fosfotransferazo (NPT), ki s fosforilacijo inaktivira kanamicin) in hptII 
(bakterijski gen, ki kodira encim higromicin fosfotransferazo (HPT), ki s fosforilacijo 
inaktivira higromicin B). Redkeje se za selekcijo uporablja odpornost na herbicide, kot je 
na primer gen pat, ki kodira fosfinotricin acetiltransferazo (PAT), ki inaktivira herbicid 
fosfinotricin (glufosinat) (Miki in McHugh, 2004). Vedno bolj pa v veljavo vstopajo tudi 
ostala selekcijska sredstva, saj zaradi možnosti nastanka odpornih bakterij na antibiotike 
skušajo te zamenjati z ostalimi sredstvi, kot so geni za manozo, ksilozno izomerazo, 
fosfomanozno izomerazo in z geni, ki kodirajo betamin aldehid dehidrogenazo (Murovec 
in Luthar, 2013). 
 
Poleg selekcijskih genov vnašamo tudi markerske ali reporterske gene, ki nam omogočajo, 
da ločimo med transformiranimi in netransformiranimi rastlinami, z njihovo pomočjo 
lahko tudi ugotovimo ali se gen izraža v celoti ali le v delu rastline. Kot najpogosteje 
uporabljen je gus gen za sintezo encima β-glukuronidaza (GUS)iz bakterije E. coli (Žel, 
1996). Za odkrivanje aktivnosti tega gena potrebujemo substrat, najpogosteje uporabljen je 
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X-gluc. GUS katalizira cepitev substrata, ki nato tvori netopni indigo, ki je temno modre 
barve. Prednost GUS-a je, da za detekcijo ne potrebujemo posebnih naprav, saj je 
obarvanje vidno že s prostim očesom, za natančnejše opazovanje pa je dovolj že svetlobni 
mikroskop. Kot drugo pozitivno lastnost izpostavljajo stabilnost vzorca. Slabost pa je, da je 
potrebno za detekcijo vzorca uničiti celice. Kot eden izmed markerjev se pojavlja tudi gen 
za luciferazo (LUC) iz kresnice Photinus pyralis. Tudi tu je potrebno substrat dodajati, saj 
rastline ne proizvajajo luciferina. Za detekcijo je potrebna popolna tema in občutljive 
naprave, zaradi česar metoda ni najbolj pogosto v uporabi (Huttly, 2008).  
 
Zeleni fluorescentni protein (GFP), ki so ga izolirali iz meduze Aequorea victoria, 
omogoča detektiranje v živih celicah, torej za ugotavljanje prisotnost genov ni potrebno 
uničenje vzorca, prav tako ni potreben substrat. Ima izjemno fotostabilnost in visoko 
stopnjo fluorescence, prav tako pa je struktura proteina za fluorescenco kompaktna, kar 
nudi stabilnost pri spremembah pH, temperature in motečih dejavnikih (sečnina, gvanidin 
hidroclorid). Pozneje so ustvarili še EGFP, ki je izboljšana različica predhodnega proteina 
z višjo stopnjo fluorescence, vendar je manj stabilen in občutljiv na pH (Day in Davidson, 
2009). 
 
Kljub različnim barvam, ki jih omogoča fluorescentni protein, izoliran iz meduze, je 
razločevanje posameznih delov, če so ti skupaj v isti celici, izredno težavno.  Rešitev so 
našli v koralah. Zelen (ZsGreen) in rumen (ZsYellow) fluorescentni protein sta izolirana iz 
rodu Zoanthus sp., rdeči fluorescentni protein je izoliran iz vrste Anemonia sulcata in rodu 
Discosoma sp., modrozeleni fluorescentni protein (AmCyan) pa iz vrste Anemonia majano. 
Testiranja so pokazala, da so vsi trije primerni za detekcijo tako prehodnih kot tudi 
stabilnih transformacij pri enokaličnicah in dvokaličnicah (Wenck in sod., 2003). V praksi 
se najpogosteje uporablja zeleni fluorescentni protein, ki je med vsemi tudi najbolj opazen 
v vzorcu. Zelena fluorescenca ima vrhove med 478 in 512 nm (Alievain sod., 2008), za 
ZsGreen pri Clontech (2017) navajajo kot vzbujevalni vrh 493 nm in emisijski vrh pri 505 
nm. V poskusu, ki so ga izvajali na zarodku žabe Xenopus, je fluorescenca z EGFP začela 
bledeti že po tednu dni razvoja, medtem ko je fluorescenca iz proteinov koral bila stabilna 
vsaj do četrtega tedna razvoja zarodka, pri tem pa ni bilo odkritih toksičnih učinkov (Matz  
in sod., 1999). 
2.2.2 CRISPR/Cas9 
CRISPR/Cas gruče enakomerno prekinjenih kratkih palindromnih ponovitev (angl. 
clustered regularly interspaced short palindromic repeats), je imunski odziv, ki so ga 
pridobile nekatere bakterije in arheje za boj proti tuji DNA, ki jo s pomočjo tega sistema 
prepoznajo in odstranijo. Ta sistem specifično prepozna in reže tujo tarčno DNA, kar se s 
pridom uporablja v genskem inženirstvu (Makarova in sod., 2011). Do sedaj so se za 
gensko modificiranje najpogosteje uporabljale nukleaze s cinkovimi prsti (ZFN) in 
nukleaze TAL efektorjev (TALEN), ki delujejo na sistemu celičnih popravljalnih 
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mehanizmov združevanja nehomolognih koncev (NHEJ) in popravljanja s homologno 
rekombinacijo. CRISPR je bil opisan že leta 1987 vendar so do ključne ugotovitve, da 
sekvence znotraj CRISPR izhajajo iz plazmidov virusnega izvora, prišli šele leta 2005.  
Sledila je ugotovitev, da je CRISPR-Cas prilagodljiv obrambni mehanizem, ki lahko 
uporabi protismiselne RNA (ang. antisense) kot spomin na zadnje okužbe in tako 
zagotavlja posredovano prilagodljivo imunost. Ta uporablja tri ločene molekulske 
mehanizme, pri čemer se je za genski inženiring kot najbolj primeren izkazal sistem II 
zaradi majhnosti kompleksa Cas proteinov. Potreben je namreč le en protein in sicer Cas9, 
pri ostalih dveh mehanizmih pa so proteinski kompleksi večji in bolj zapleteni. V nasprotju 
s ZFN in TALEN, ki zahtevata veliko inženiringa na ravni beljakovin, CRISPR Cas sistem 
zahteva spremembo le na ravni RNA sekvence, zaradi česar je ta tehnologija doživela 
porast v urejanju in spreminjanju genomov. Ključna lastnost Cas9 je njegova sposobnost, 
da se veže na DNA na mestih, ki jih določi sgRNA sekvenca in PAM zaporedje, ki 
omogočita prepoznavo in trajno spremembo DNA (Doudna in Charpentier, 2014). 
 
Mehanizem pridobljene imunosti se pri bakterijah odvije v treh stopnjah: 
 
1. Faza prilagajanja: Kratko zaporedje homologne DNA virusa ali plazmida se vključi 
v CRISPR lokus. Navadno se vgradi enkratno zaporedje v dolžini 30 bp, 
imenovano vmesnik (ang. spacer). Pri tem naj bi sodelovala proteina Cas1 in Cas2, 
ki sta skupna vsem trem mehanizmom. 
2. Faza CRISPR-Cas posredovane imunosti: tu pride do prepisa iz CRISPR lokusa, 
kjer nastane najprej prekurzorska crRNA (pre-crRNA), ki nato generira kratke 
crRNA. Hitrejšo obdelavo crRNA omogoča tracrRNA, ki deluje kot nekakšno 
vodilo. 
3. Faza cepitve: V tej fazi se izvede cepitev tuje nukleinske kisline s Cas, ki ga vodi 
crRNA, in reže na mestih komplementarnih crRNA sekvenci (Makarova in sod., 
2011). 
   
Mehanizem so prilagodili potrebam genskega inženiringa, tako da so tracrRNA in crRNA 
povezali v eno samo sgRNA, ki ohranja dve ključni lastnosti: 20 nukleotidov dolgo 
zaporedje na 5' koncu sgRNA, ki določa tarčno mesto glede na ujemanje baznih parov in 
dvovijačno strukturo na 3' koncu, ki se veže na protein Cas9 (Doudna  in Charpentier, 
2014). To nam omogoča, da ustvarimo sgRNA z različnimi tarčnimi mesti, vendar je 
končna dolžina vodnika na 5' koncu 20 bp, ker nato sledi PAM zaporedje. Pri rastlinah je 
možno odstopanje, in sicer med 19 in 22 bp. Kot so pokazale raziskave, je PAM zaporedje 
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Študije so pokazale, da je sistem primeren tudi za ostale skupine in ne le za bakterije in 
glive. Tako so že izvedene študije tudi na kmetijskih rastlinah (riž, pšenica). Sistem obeta 
veliko lažje in hitrejše pridobivanje odpornost rastlin na bolezni in škodljivce, saj je na 
primeru riža že dokazano, da se mutacija prenese tudi v naslednjo generacijo brez dodatnih 
mutacij. Zaradi učinkovitosti, cenenosti, hitre in enostavne uporabe tega sistema si obetajo 
uspehe tudi pri živalskih linijah in celo pri ljudeh na področju medicine.  
 
Vendar nekateri že sedaj opozarjajo, da enostavno urejanje genoma sproža pomisleke pri 
ljudeh in etična vprašanja ter da bodo morale pristojne ustanove razmisliti, kako najbolje 
spodbuditi odgovorno uporabo te nove tehnologije brez zaviranja ustreznih raziskav in 
razvoja na tem področju (Doudna in Charpentier, 2014). 
2.2.3 Molekulska analiza s KAPA3G Plant PCR Kit 
Rastline vsebujejo veliko sekundarnih metabolitov (polifenoli, polisaharidi, beljakovine, 
težke kovine…), ki lahko vplivajo na ekstrakcijo DNA, PCR in sekvenciranje in tako 
otežijo raziskave, saj lahko te privedejo do lažnih rezultatov. Zato je bilo razvitih že mnogo 
protokolov, katerih cilj je bil zmanjšati ali odstraniti te spojine. Dejavniki, ki vplivajo na 
pomnoževanje nukleinskih kislin s PCR, navadno vplivajo na eno ali več izmed treh 
ključnih točk postopka od izolacije do PCR. Tako lahko na primer ovirajo celično lizo, 
lahko povečajo razpad nukleinskih kislin ali ovirajo delovanje polimeraze. Za odstranitev 
inhibitorjev je potrebno intenzivno čiščenje DNA, kar pa lahko poveča kontaminacijo 
vzorcev zaradi povečanega števila korakov, saj kot pogost inhibitor PCR navajajo 
kontaminacije laboratorijskega izvora s snovmi kot je smukec iz laboratorijskih rokavic. Za 
uspešno pomnoževanje tarčne DNA s PCR je najpomembnejši pristop pravilna izbira 
metode izolacije DNA glede na tip vzorca, saj je od tega odvisna integriteta, čistost in 
kvaliteta vzorca za uspešno pomnoževanje PCR (Thaler in Bajc, 2013).  
 
V nekaterih primerih lahko slab PCR pomnožek pripišemo polimerazi, zato so v Kapa 
Biosystems razvili polimerazo s posebno toleranco do inhibitorjev, kot so polifenoli in 
polisaharidi. Kot zagotavljajo v Kapa Biosystems (2017) naj bi KAPA3G rastlinska DNA 
polimeraza dala 4-10 krat višji pomnožek kot Taq polimeraza in ker je tolerantna na 
inhibitorje, lahko DNA pomnožimo iz očiščene DNA iz svežega rastlinskega ekstrakta ali 
kar neposredno iz rastlinskega materiala. Prav zaradi možnosti, da lahko izdelamo PCR iz 
surovega ekstrakta in neposredno iz rastlinskega materiala, smo se odločili za ta kit. Ker 
lahko izpustimo korak izolacije DNA, se močno skrajša čas od vzorca do rezultata.  
 
Za optimizacijo protokola predlagajo, da najprej opravimo PCR iz že izolirane in 
prečiščene DNA po metodi CTAB, za vsako rastlinsko vrsto, preden izvedemo PCR iz 
svežega rastlinskega ekstrakta ali direktni PCR. 
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Za PCR neposredno iz rastlinskega materiala lahko uporabimo semena ali odvzamemo del 
rastlinskega tkiva. Vzorec rastlinskega materiala ne sme biti prevelik, saj je lahko to glavni 
razlog za neuspeh PCR reakcije. Kot optimalno velikost vzorca v protokolu navajajo 0,35-
0,5 mm premera velik izseček lista. Reakcijski volumen pod 50 µl ni priporočljiv zaradi 
inhibitorjev, prav tako neposredni PCR navadno zahteva višjo koncentracijo MgCl2 
navadno v območju 2-3 mM, vendar je potrebno to koncentracijo določiti empirično. 
Temperaturni profil je enak običajnemu, le število ciklov je povečano na 45 ciklov za 
neposredni PCR. Neposredni PCR lahko zahteva tudi daljše cikle zaradi prisotnosti 
inhibitorjev, zato priporočajo postopno podaljševanje ciklov po 15-sekundnih intervalih.  
 
Tretja možnost je PCR iz svežega rastlinskega ekstrakta. Je vmesna pot med PCR iz 
izolirane DNA in PCR neposredno iz rastlinskega materiala. Tu je potrebno najprej 
narediti svež rastlinski ekstrakt po protokolu, za kar najprej potrebujemo ekstrakcijski 
pufer. Ta vsebuje 50mM Tris-HCl (pH 8,0–8,5), 0,1 mM EDTA 2 % beta-merkaptoetanol, 
ki ga lahko nadomestimo z ditiotreitolom (DTT), vendar je ekstrakt navadno manj stabilen 
in PCR pomnoževanje manj uspešno, in dodatek 0,2X KAPA rastlinskega PCR ojačevalca 
(ang. enhancer), ki pa ga dodamo le, če PCR z osnovnim ekstrakcijskim pufrom ni 
uspešen.  
 
Ko imamo pripravljen ekstrakcijski pufer, pripravimo še rastlinski material. V primeru, da 
želimo izvesti PCR iz listov rastline, izrežemo del lista v velikosti 5 x 5 mm. V primeru 
uporabe semen, tistih, ki so manjša od 5mm, ni potrebno mehansko obdelovati, večja je 
potrebno streti v terilnici ali narezati, da izpostavimo klični list (ang. cotyledon). 
Pripravljen rastlinski material nato prenesemo v mikrocentrifugirko, v katero dodamo 100 
µl ekstrakcijskega pufra da je ves vzorec potopljen. Sledi ekstrakcija, ki jo lahko izvedemo 
na dva načina: z ali brez inkubacije na 95 °C za 5 min . Po inkubaciji do izvedbe PCR 
ekstrakt shranimo na ledu. Ekstrakt lahko za 3–5 dni shranimo na 4 °C, v primeru da smo 
ekstrakstrahirali z beta- mercaptoetanolom, če pa smo ekstrahirali z DTT je ekstrakt manj 
obstojen. Sledi PCR protokol, ki se prilagaja na enak način kot pri PCR neposredno iz 
rastlinskega materiala (Kapa Biosystems, 2017). 
 
Kot navaja Schori in sod. (2013), je uporaba KAPA Plant PCR kita veliko bolj učinkovita 
kot PCR z navadno Taq polimerazo. Navajajo približno 60% večjo učinkovitost za različne 
taksone, tudi take, ki jim s Taq polimerazo ni uspelo pridobiti rezultatov.  Ugotavljajo, da 
je potrebno za vsak takson posebej določiti optimalni protokol, koncentracijo ojačevalca in 
temperaturo vezave začetnih oligonukleotidov. Kot optimalno navajajo temperaturo 58 °C 
in koncentracijo 1,5 mM MgCl2. Če je PCR neuspešen, predlagajo povišanje koncentracije 
na 2 mM MgCl2. Nekateri taksoni, kot na primer vrste iz družine Clusiaceae, dajo boljše 
rezultate brez dodatka ojačevalca. Opozarjajo pa, da polimeraza KAPA3G DNA pomnoži 
tudi nespecifične fragmente v večji meri kot Taq polimeraza, vendar je mogoče to 
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zmanjšati z optimizacijo temperaturne vezave začetnih oligonukletotidov s krajšimi cikli in 
dodatkom ojačevalca. 
 
Po navedbah podjetja je tak način izolacije DNA primeren tudi za posušen rastlinski 
material. Uspešne rezultate so dobili že iz vrste Arabidopsis thaliana, fižola, koruze, 
sladkornega trsa, tobaka, riža, paradižnika in drugih, vendar opozarjajo, da niso vse rastline 
primerne za izolacijo iz suhega materiala, prav tako pa je kakovost rezultata odvisna od 
starosti listov in kakovosti shranjevanja (Kapa Biosystems, 2017).  
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3 MATERIAL IN METODE 
Na sliki je predstavljeno poenostavljeno zaporedje praktičnega dela, opravljenega leta 
2014, z gensko transformacijo rastline Nicotiana benthamiana Domin. Podrobnejše 
informacije in opisi postopkov so opisani v nadaljnjih poglavjih. 
 
 
Slika 2: Poenostavljen prikaz celotnega poteka dela, ki smo ga izvedli v okviru magistrske naloge  
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3.1 GOJIŠČA 
3.1.1 Rastlinska gojišča 
Za gojenje rastlin N. benthamiana smo uporabili trdna gojišča, ki so bila v osnovi 
sestavljena iz mikro- in makroelementov po Murashige in Skoog-u (MS) (1962) (priloga 
A). Gojišča smo pripravili po protokolu gojišč za mikropropagacijo tobaka. Najprej smo 
zatehtali MS gojišče brez vitaminov in saharozo ter sestavine raztopili v bidestilirani vodi 
(ddH2O) s pomočjo magnetnega mešala. Med mešanjem smo dodali primerno količino 
rastlinskih hormonov. Sledilo je umerjanje v merilni bučki in umerjanje pH-ja na 5,8 pred 
dodatkom agarja. Sterilizacija gojišča je potekala v avtoklavu pri temperaturi 121 °C in 
pritisku 1,13 bara za 20 min. Sestavine, ki so termolabilne (antibiotiki), smo v gojišče 
sterilno dodali po avtoklaviranju, pred razlitjem gojišča v sterilne gojitvene posode.  
 
MS gojišče za kalitev semen N. benthamiana (T-kal):  
MS makro- in mikroelementi, brez vitaminov 4,3 g l
-1 
tiamin 0,1 mg l
-1 
piridoksin 0,5 mg l
-1 
nikotinska kislina  0,5 mg l
-1 
mio-inozitol 100 mg l
-1
 
glicin 2 mg l
-1
 
saharoza  2 g l
-1 




MSm gojišče za rast in mikropropagacijo N. benthamiana (T-mik): 
MS makro- in mikroelementi, brez vitaminov 4,3 g l
-1 




nikotinska kislina  1 mg l
-1 
saharoza  30 g l
-1 




Tekoče ½ MS gojišče za kokultivacijo N. benthamiana z A. tumefaciens:  
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Regeneracijsko gojišče z acetosiringonom za kokultivacijo listnih izsečkov (T-reg-Ac): 
MS makro- in mikro-elementi, brez vitaminov 4,302 g l
-1 
Fe-Na2-EDTA 0,1 mg l
-1 
saharoza 30 g l
-1 
mio-inozitol 0,1 g l
.-1 
tiamin 0,1 mg l
-1 
BAP 1,0 mg l
-1 
NAA 0,1 mg l
-1 




Po avtoklaviranju smo dodali v rahlo ohlajeno gojišče 200 µM acetosiringona. 
 
Regeneracijsko gojišče za adventivno regeneracijo transformiranih listnih izsečkov  
(T-reg): 
MS makro- in mikro-elementi, brez vitaminov 4,302 g l
-1 
Fe-Na2-EDTA 0,1 mg l
-1 
saharoza 30 g l
-1 
mio-inozitol 0,1 g l
.-1 
tiamin 0,1 mg l
-1 
BAP 1,0 mg l
-1 
NAA 0,1 mg l
-1 




Po avtoklaviranju smo v rahlo ohlajeno gojišče dodali 150 mg l
-1 
timentina in 25 mg l
-1 
higromicina. 
3.1.2 Bakterijska gojišča  
Enako kot pri rastlinskih gojiščih smo najprej zatehtane količine raztopili v ddH2O s 
pomočjo magnetnega mešala, nato umerili volumen in pH ter na koncu dodali še potrebno 
količino agarja. Vse skupaj smo sterilizirali pri standardnih pogojih, temperaturi 121 °C in 
pritisku 1,13 bara za 20 min. Pred razlivanjem v sterilne petrijevke (trda gojišča) ali 
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YEB gojišče za rast A. t. LBA 4404: 
saharoza                  
 
5 g  l
-1 




pepton 5 g l
-1
 














3.2     PLAZMID 
3.2.1 Plazmid pC1302-ZsG-pcoCas9-hptII 
Binarni plazmid v velikosti 15,758 bp je osnovan na plazmidu pCAMBIA1302, ki v osnovi 
vsebuje reporterski gen mgfp5 za kodiranje zeleno-fluorescentinega  proteina (GFP) iz 
meduze Aequoria victoria (Siemering in sod., 1996) in hptII gen, ki omogoča rastlinsko 
selekcijo na podlagi antibiotika higromicina. Plazmid je bil spremenjen tako, da vsebuje 
namesto gena gfp gen ZsGreen, ki je izoliran iz koral, in gen pcoCas9 za protein Cas9, ki 
omogoča tarčne mutacije. 
 
Plazmid je vseboval naslednje sestavne dele: 
 CaMV 35S - promotor iz mozaičnega virusa cvetače;  
 ZsGreen - zaporedje za zeleni fluorescentni protein;  
 NOS terminator - zaključevalno zaporedje nopalinske kisline;  
 RB T-DNA repeat - zaporedje desne mejne sekvence T-DNA;  
 pVS1, StaA - zaporedje gena, ki kodira za protein StaA, ki stimulira stabilnost 
plazmida v bakterijah Agrobacterium;  
 pVS1 RepA - zaporedje gena, ki kodira za protein RepA, ki stimulira podvojevanje 
plazmida v bakterijah Agrobacterium;  
 bom - regija, ki omogoča mobilnost plazmida med konjugacijo (ang. basis of 
mobility);  
 ori - mesto začetka podvajanja  plazmida;  
 KanR - zaporedje nptII gena za aminoglikozidno transferazo;  
 LB T-DNA repeat - zaporedje leve mejne sekvence T-DNA;  
 HygR - zaporedje HptII gena za higromicin fosfotransferazo;  
 pcoCas9 - zaporedje za  protein Cas9. 
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Slika 3: Binarni plazmid pC1302-ZsG -pcoCas9-hptII s prikazanimi sestavnimi deli.  
 
3.3 PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA  
3.3.1 Gojenje v rastni komori in priprava izsečkov 
Če želimo vzpostaviti aseptično tkivno kulturo, je najprimernejše, da kalimo semena »in 
vitro«, saj v tem primeru embrij in kasneje rastlina ostane sterilna. To smo dosegli na 
način, da smo semena sterilizirali pred kalitvijo na trdnem gojišču za kalitev semen. 
Najprej smo si pripravili 2 % raztopino razkužila, ki je vsebovala Na-dikoloroizocianurno 
kislino, za boljšo omočljivost pa smo dodali kapljico Tween-20 močila. Semena smo 
razkuževali v raztopini 15 min z občasnim mešanjem. Nato smo v brezprašni komori odlili 
razkužilo skozi gosto cedilo. Semena smo tri do štirikrat sprali s sterilno ddH2O po 2-3 min 
vsakokrat. Nato smo s pomočjo sterilne pincete v vsako petrijevko z gojišči  prenesli  po 
20 steriliziranih semen. Petrijevke smo ovili s parafilmom in jih postavili v rastno komoro 
 
Aseptično gojene rastline smo v vmesnem obdobju med kalitvijo in transformacijo za 
potrebe ohranjanja »in vitro« kulture subkultivirali. Ko so rastline razvile zadostno število 
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listov in dosegle primerno velikost, smo iz vsake posamezne rastline v aseptičnem okolju s 
sterilnim skalpelom odstranili list in ga obrezali na velikost izsečka, ki je meril 1 cm
2
. 
Rastlinski material smo gojili v rastnih komorah pri naslednjih pogojih: temperatura 23 °C, 
fotoperioda 16 h svetloba / 8 h tema. 
3.3.2 Transformacija 
Dan pred transformacijo smo si pripravili bakterijsko suspenzijo: 100 μl zmrznjene 
bakterijske suspenzije smo nacepili v 100 ml YEB gojišča z dodanima antibiotikoma 
kanamicin (50 mg l
-1
) in streptomicin (100 mg l
-1
) in postavili v inkubator na 28 °C in 120 
obratov/min čez noč. Naslednji dan smo vsebino elermajerice prelili v sterilni 50 ml 
centrifugirki in centrifugirali 5 min pri 5000 obratih/min. Supernatant smo odlili in 
usedlino prelili s 25 ml ½ MS gojišča ter premešali. Suspenzijo smo nato prelili v 
petrijevko. V brezprašni komori smo s pomočjo sterilnega pladnja, skalpela in pincete 
pripravili listne izsečke N. benthamiana v velikosti cca 1 cm
2
. Listne izsečke smo položili 
v suspenzijo in jih ob občasnem mešanju inkubirali 15–20 min. Po poteku inkubacije smo 
listne izsečke prenesli na lističe sterilnega filter papirja, ki smo jih imeli pripravljene na 
sterilnem pladnju, in jih pustili, da se rahlo osušijo. Rahlo osušene listne izsečke smo nato 
inokulirali na regeneracijsko gojišče z acetoseringonom, po 5 v vsako petrijevko. 
Petrijevko smo ovili z dvema plastema parafilma in kokultivirali z bakterijami en teden v 
temi pri 24±1 °C. Po tednu dni smo listne izsečke sprali v raztopini antibiotika timentina  
(Murovec in Luthar , 2013). 
3.3.3 Adventivna regeneracija 
Adventivna regeneracija transformiranih listnih izsečkov je potekala v rastni komori pri 
pogojih: temperatura 23 °C, fotoperioda 16 h svetloba / 8 h tema. V rastni komori smo 
pustili rastline, da so se dobro ukoreninile, kar je trajalo približno dva meseca. V tem času 
smo jih enkrat subkultivirali na sveža gojišča. To smo naredili na način, da smo v 
aseptičnem okolju s sterilnim orodjem odrezali vrh transformirane rastline in ga prenesli na 
sterilno gojišče za mikropropagacijo v sterilnih posodicah za gojenje, nato smo jih 
ponovno vrnili v rastne komore na enake pogoje. 
3.3.4 Aklimatizacija 
Aklimatizacijo smo izvajali 40 dni po transformaciji rastlin. Aklimatizirali smo rastline, pri 
katerih smo z molekulsko analizo pokazali, da so uspešno transformirane, in so imele 
dobro razvit koreninski sistem. Aklimatizacijo smo izvedli tako, da smo rastline iz gojišč 
odstranili skupaj s koreninskim sistemom, le tega sprali v ddH2O, da smo odstranili 
ostanke gojišča s koreninskega sistema, in jih nato posadili v mini rastlinjake, kamor smo 
predhodno nasuli substrat. Rastline smo nato zalili in pokrili, da smo v prvih dneh 
vzdrževali visoko zračno vlago, nato pa smo relativno zračno vlago zniževali z odpiranjem 
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pokrova. Po dveh tednih aklimatizacije smo rastline presadili v lončke in jih gojili pod 
običajnimi sobnimi pogoji v laboratoriju.  
3.3.5 Opraševanje in T1 generacija 
Rastline (T0), ki so se uspešno aklimatizirale in so zacvetele, smo samooprašili. Po uspešni 
samooprašitvi smo semena pobrali v papirnate zavojčke in jih ustrezno označili z 
zaporedno številko rastline. Od vsake rastline smo v PVC cvetlične lončke napolnjene s 
substratom posejali okrog 50 semen. Rastline, ki so vzklile (T1), smo po treh tednih 
presadili v lastne lončke, da smo jim omogočili nadaljnjo rast. 
3.4 MOLEKULSKA ANALIZA TRANSGENOV T0 
3.4.1 Izolacija DNA iz rastlinskega tkiva po CTAB metodi 
Celokupno DNA iz listov regeneriranih rastlin T0 N. benthamiana smo izolirali z metodo 
CTAB (heksadeciltrimetilamonijev bromid) (Kump in Javornik, 1996). Celotno delo 
izolacije smo izvajali v digestoriju. Pred začetkom izolacije smo terilnice in bate za 15 min 
napolnili s 3 M HCl in jih nato dobro sprali z vodo, da smo se izognili morebitni 
kontaminaciji z DNA iz okolja. V spranih in osušenih terilnicah smo nato strli rastlinsko 
tkivo, ki smo mu med tretjem dodali 700 µl CTAB pufra (priloga B). Suspenzijo smo 
prelili v mikrocentrifugirko in inkubirali pri 68 °C za 1,5 do 2 h. Po končani inkubaciji 
smo dodali 700µl raztopine kloroform/izoamilalkohol v razmerju 24:1 in močno premešali. 
Sledilo je centrifugiranje za 15 min pri 10000 obr. min
-1
 in temperaturi 4 °C. Po končanem 
centrifugiranju smo zgornjo vodno fazo prenesli v novo mikrocentrifugirko, pri čemer smo 
pazili, da nismo zajeli spodnje organske faze. Vodni fazi smo nato dodali 70 µl 3 M 
natrijevega acetata (NaOAc) (pH 5,2) in 700 µl izopropanola, ohlajenega na -20 °C, in 
dobro premešali. Sledila je inkubacija za 30 min pri -20 °C. Po končani inkubaciji smo 
ponovno centrifugirali za 15 min pri 10000 obr. min
-1
 in temperaturi 4 °C. Na dnu 
mikrocentrifugirke se je pojavila DNA, vidna v obliki peleta, zato smo supernatant 
previdno odlili in ga zavrgli. Oborino smo sprali s 1000 µl 70 % etanola in centrifugirali za 
15 min pri 10000 obr. min
-1
 in temperaturi 4 °C. Nato smo odstranili ves etanol, odprte 
mikrocentrifugirke pa smo pustili za 10 min v digestoriju. Ko je izparel ves etanol, smo 
oborino prelili s 30 µl pufra TE (priloga B) in postavili v hladilnik za 24 ur, da se je DNA 
raztopila. Raztopino smo do uporabe shranili v zamrzovalniku na -20 °C. 
3.4.2 Merjenje koncentracije DNA 
Koncentracijo izolirane DNA iz N. benthamiana smo izmerili z DNA fluorometrom DyNA 
Quant
TM 
200 (Amersham Biosciences, Amersham, VB) po navodilu proizvajalca. Najprej 
smo pripravili standardizirani pufer za merjenje koncentracije DNA. Pufer je vseboval 1X 
TNE pufer (pH 7,0) (priloga B), fluorescentno barvilo Hoechts 33285 (1 µl ml
-1
) in ddH2O. 
Koncentracijo DNA smo merili v raztopini 2 ml standardiziranega pufra, v katerega smo 
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odpipetirali 2 μl vzorca. Za merjenje smo uporabljali 2 ml kivete. Vzorce smo nato 
primerno razredčili za nadaljnjo delo.  
3.4.3 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Postopek verižne reakcije s polimerazo (PCR) smo uporabili za ugotavljanje prisotnosti 
specifičnih genov v vzorcih DNA iz aklimatiziranih rastlin N. benthamiana. Ugotavljali 
smo prisotnost dveh regij gena pcoCas9 in po ene regije genov ZsGreen, HptII, VirA in 
VirD. 
 
Preglednica 1: Nukleotidna zaporedja začetnih oligonukleotidov za namnoževanje genov pcoCas9, ZsGreen, 
HptII in vir genov 
Gen Zaporedje oligonukleotidov 5'-3' Dolžina namnoženega 
fragmenta (bp) 




pcoCas9-2 ACCCAGCTTCAGAACGAGAA (forward) 398 
TCAAGGATCTGAGCAACGTG (reverse) 
 
ZsGreen AGA ACT CGT GTC CTG CTG GT (forward)  
 
208 
ATG ATC TTC TCG CAG GAT GG (reverse)  
 
 
HptII ATG ACC GCT GTT ATG CGG CCA TTG (forward)  
 
641 




TAG CAC AAA ACT CGG TGT CT (forward)  341 
GCT GAT GAT GAT GTC GAT TT (reverse)  
 
 
VirD GAG GAA GAA GAC CTG CAT TT (forward)  
 
360 
GAG ATG TAG GTT GGG GTC TC (reverse)  
 
 
PCR reakcijsko mešanico smo pripravljali v brezprašni komori na ledu. Sestava PCR 
reakcijske mešanice za 25 µl je bila sledeča: 20 ng vzorčne DNA, 0.5 enote Taq  DNA 
polimeraze, 1X PCR pufer (priložen polimerazi), 2mM MgCl2, 0.2 mM mešanice 
deoksinukleotidov, 0.5 µM For začetnih oligonuleotidov in 0.5 µM Rev začetnih 
oligonuleotidov ter ddH2O do ustreznega končnega volumna. Vzorcem smo pri vsaki seriji 
dodali tudi pozitivno in negativno kontrolo. Kot pozitivna kontrola je bila DNA plazmida 
pC1302-ZsG-pcoCas9, kot negativni kontroli pa izolirana DNA netransformirane rastline 
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Za pomnožitev smo uporabili ciklični termostat GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystem  Inc., Foster City, ZDA) s temperaturnim profilom:  
 začetna denaturacija za 5 min pri 94 °C,  
 30 ponavljajočih se ciklov denaturacije DNA za 1 min pri 94 °C,  
 sledi prileganje začetnih oligonukleotidov za 1 min pri 56 °C ter  
 sinteza fragmentov DNA za 1,5 min pri 72 °C.  
 Po 30 ciklih sledi končna 7 min inkubacija pri 72 °C po tem pa  
 ohlajanje na 4 °C. 
 
 Do nadaljnje analize smo vzorce za nekaj dni shranili v skrinji na -20 °C. 
3.4.4 Agarozna gelska elektroforeza 
Z agarozno gelsko elektroforezo smo ločevali fragmente DNA, pridobljene s PCR reakcijo, 
z namenom preverjanja transgenov v rastlinskih vzorcih. Za analizo rezultatov PCR 
reakcije smo fragmente DNA ločili na 1,2 % agaroznem gelu debeline 5 mm, ki je 
vseboval 1X TBE pufer in 0.5 µg ml
-1
 etidijevega bromida (EtBr).  
 
Priprava agaroznega gela je bila sledeča. Najprej smo zmešali vse sestavine razen EtBr, jih 
z ddH2O dopolnili do končnega volumna, in jih nato v mikrovalovni pečici trikrat segreli 
do vretja. Nato smo mešanico ohladili na približno 60 °C in ji šele nato dodali EtBr. 
Pripravljeno mešanico smo vlili v kalup z vstavljenimi glavniki. Elektroforeza je nato 
potekala v horizontelnem elektroforetskem sistemu Bio Rad Sub-Cell
®
 Model 192 (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, ZDA). Ko se je gel strdil, smo odstranili glavnike in ga 
potopili v elektroforezno kad napolnjeno z 0,5X TBE pufrom. Vzorcem smo pred nanosom 
dodali ¼ volumna nanašalnega barvila BPB in premešali. Poleg vzorcev smo nanesli  tudi 
pozitivno in negativno kontrolo in ob straneh še DNA dolžinski standard 100 bp 
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas), s pomočjo katerega smo ocenili dolžino 
fragmentov. Elektroforezo smo izvajali pri napetosti 120 V za približno 90 min. Po 
končani elektroforezi smo gel pregledali na transiluminatorju (UVP, LLC, Upland, ZDA) 
pod UV lučjo z valovno dolžino 302 nm ter ga fotografirali z digitalnim fotoaparatom 
Nikon Coolpix 8400 ED (Nikon, Tokio, Japonska). 
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3.5 MOLEKULSKA ANALIZA TRANSGENOV T1 S KAPA3G PLANT PCR KIT 
 
 
Slika 4: Poenostavljen prikaz dela pri optimizaciji protokola KAPA3G Plant PCR Kit 
 
Molekulsko analizo transgenov T1 smo naredili s pomočjo kita KAPA3G, s katerim smo 
skrajšali postopek pridobivanja rezultatov na račun izolacije DNA, ki ni bila potrebna. Pred 
analizo T1 rastlin smo izvedli optimizacijo protokola po postopku, ki je opisan v 
nadaljevanju.  
 
Za optimizacijo protokola KAPA3G Plant PCR Kita smo preizkusili uspešnost PCR 
pomnoževanja DNA T0 rastline, izvedenega na tri različne načine: 
- izolacija in čiščenje DNA po CTAB metodi (poglavje 3.5.1), 
- ekstrakcija na ledu, 
- ekstrakcija na 95 °C. 
 
V poskusu optimizacije KAPA3G Plant PCR Kita smo preizkusili štiri različne PCR 
mešanice, ki so se razlikovale v vsebnosti MgCl2 in KAPA Plant PCR ojačevalca. 
Sestavine in volumni reakcijskih mešanic so navedeni v spodnji tabeli za 50 µl končni 
volumen posamezne PCR reakcijske mešanice. Mešanico smo pripravljali v brezprašni 
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Preglednica 2: Sestava PCR mešanic, uporabljenih v optimizaciji KAPA3G Plant Kita 
Sestavine PCR 
mešanice 
PCR mešanica 1 PCR mešanica 2 PCR mešanica 3 PCR mešanica 4 
dd H2O 
 
19,6 µl 17,6 µl 19,4 µl 17,4 µl 
2X KAPA Plant 
PCR pufer 
 
25 µl (1X) 25 µl (1X) 25 µl (1X) 25 µl (1X) 
25 mM MgCl2 
 
1 µl (2 mM*) 3 µl (3 mM*) 1 µl (2 mM*) 3 µl (3 mM*) 




1,5 µl (0,3 μM) 
 
1,5 µl (0,3 μM) 
 
1,5 µl (0,3 μM) 
 
1,5 µl (0,3 μM) 





1,5 µl (0,3 μM) 
 
1,5 µl (0,3 μM) 
 
1,5 µl (0,3 μM) 
 










0,2 µl (0,4X) 
 
0,2 µl (0,4X) 
Rastlinski ekstrakt 















0,4 µl (1U) 
 
0,4 µl (1U) 
 
0,4 µl (1U) 
 
0,4 µl (1U) 
* Navedeni sta končni koncentraciji MgCl2 v reakcijski mešanici upoštevajoč 1,5 mM vsebnost MgCl2 v 2x 
KAPA Plant PCR pufru. 
 
V vsako izmed PCR reakcijskih mešanic smo dodali izolirano DNA, ekstrahirano na ledu, 
in DNA, ekstrahirano v cikličnem termostatu na 95°C. Tako smo dobili 12 različnih PCR 
reakcijskih mešanic.  
 
Za pomnožitev smo uporabili ciklični termostat GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystem  Inc., Foster City, ZDA) s temperaturnim profilom:  
 začetna denaturacija za 3 min pri 95 °C,  
 40 ponavljajočih se ciklov denaturacije DNA za 30 sekund pri 95 °C,  
 sledi prileganje začetnih oligonukleotidov za 15 sekund min pri 57 °C ter  
 sinteza fragmentov DNA za 30 sekund pri 72 °C.  
 Po 40 ciklih sledi končna 1 min inkubacija pri 72 °C po tem pa ohlajanje na 4 °C.  
 
Do nadaljnje analize smo vzorce za nekaj dni shranili v hladilniku na 4 °C. 
23 
 Pregelj J. Genska transformacija rastline Nicotiana benthamiana  Domin.  
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2017  
 
3.5.1 Priprava svežega rastlinskega ekstrakta 
Pripravo svežega ekstrakta smo izvedli po navodilih proizvajalca. Najprej smo pripravili 
ekstrakcijski pufer, ki je vseboval 50 mM Tris-HCl (pH 8-8,5), 0.1 mM 
etilendiamintetraocetne kisline (EDTA), 2 % β-mercaptoetanol in ddH2O do končnega 
volumna. V ekstrakcijski pufer se lahko doda tudi 0.2X KAPA Plant PCR ojačevalec, ki pa 
smo ga mi dodali direktno v vzorec tik pred PCR reakcijo. Ekstrakcijski pufer smo 
pripravljali izključno v digestoriju. Za ekstrakcijo smo potrebovali rastlinske vzorce 
velikosti 5 mm x 5 mm. Za vzorčenje smo izbrali primerno velike liste rastlin starih okrog 
štiri tedne. Pri vzorčenju smo si pomagali s kovinskim luknjačem in pinceto, ki smo ju med 
posameznimi vzorčenji temeljito pobrisali z dekontaminacijskimi robčki za odstranjevanje 
DNA in sprali pod tekočo vodo. 
Ekstrakcijo iz svežega rastlinskega materiala N. benthamiana smo izvedli na dva različna 
načina, ki sta opisana v nadaljevanju. 
3.5.1.1 Ekstrakcija na ledu 
Vzorce rastlinskega materiala smo odvzeli po zgoraj navedenem postopku za pripravo 
rastlinskih vzorcev za ekstrakcijo in jih prenesli v 100 µl ekstrakcijskega pufra v 1 ml 
epicah na ledu. Vzorec smo nato dobro mehansko obdelali v ekstrakcijskem pufru. 
3.5.1.2 Ekstrakcija na 95 °C 
Vzorce rastlinskega materiala smo odvzeli po zgoraj navedenem postopku za pripravo 
rastlinskih vzorcev za ekstrakcijo in jih prenesli v PCR epice, v katere smo predhodno 
odpipetirali 100 µl ekstrakcijskega pufra. Vzorce smo nato dobro mehansko obdelali v 
ekstrakcijskem pufru, jih za 5 min inkubirali v cikličnem termostatu na 95 °C in nato 
prenesli na led. 
3.5.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Za pomnožitev smo uporabili ciklični termostat GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystem  Inc., Foster City, ZDA) s temperaturnim profilom:  
 začetna denaturacija za 3 min pri 95 °C,  
 40 ponavljajočih se ciklov denaturacije DNA za 30 sekund pri 95 °C,  
 sledi prileganje začetnih oligonukleotidov za 15 sekund min pri 57 °C ter  
 sinteza fragmentov DNA za 30 sekund pri 72 °C.  
 Po 40 ciklih sledi končna 1 min inkubacija pri 72 °C po tem pa  
 ohlajanje na 4 °C.  
 
Do nadaljnje analize smo vzorce za nekaj dni shranili v skrinji na -20 °C. 
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3.5.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Agarozna gelska elektroforeza je bila narejena po postopku, ki je opisan v poglavju 3.4.4 
Agarozna gelska elektroforeza. 
3.6 UKREPI ZA ZAGOTAVLJANJE BIOLOŠKE VARNOSTI 
Delo z gensko spremenjenimi organizmi (GSO) je potekalo v skladu z določili »Uredbe o 
merilih za uvrstitev dela z gensko spremenjenimi organizmi v zaprtem sistemu v varnostni 
razred in zadrževalnih in drugih varnostnih ukrepih za posamezni varnostni razred« 
(Uradni list RS, št. 71/11), ki se nanašajo na Zakon o ravnanju z gensko spremenjenimi 
organizmi (Uradni list RS, št. 23/05 – uradno prečiščeno besedilo, 21/10). 
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4 REZULTATI 
4.1 REGENERACIJA LISTNIH IZSEČKOV N. benthamiana PO TRANSFORMACIJI  
Približno dva tedna po transformaciji so začeli nastajati regeneranti iz transformiranih celic 
v gojišču za regeneracijo (T-reg). 72 regenerantov se je dobro razvilo in smo jih nato 
sterilno prenesli v »baby jar« na gojišče za mikropropagacijo (T-mik), kjer smo jim 
omogočili nadaljnjo rast in razvoj korenin, potrebnih za aklimatizacijo. Gojišču smo dodali 
antibiotik timentin, ki ga dodajamo, da se znebimo morebitnih še vedno prisotnih 
agrobakterij, ki jih s selekcijskim antibiotikom morda nismo uspeli zatreti. Agrobakterije 
so na omenjeni antibiotik namreč občutljive, rastlinam pa ta ne škoduje. 
4.2 MOLEKULSKA ANALIZA TRANSGENOV T0 
Regenerante smo pred aklimatizacijo molekulsko analizirali, da smo izločili vse, ki niso 
bili uspešno transformirani. V ta namen smo uporabili metodo PCR z agarozno gelsko 
elektroforezo. S to metodo smo preverjali prisotnost genov pcoCas9 , ZsGreen, HptII, VirA 
in VirD. Gena VirA in VirD nam potrjujeta prisotnost genov iz A. tumefaciens v vzorcih. 
Izmed 72 transformantov smo jih izbrali 8, ki so imeli prisotne želene gene. Od teh  
transformantov jih je imelo vseh 8 prisotne gene pcoCas9, ZsGreen in HptII. Gena, ki 
dokazujeta prenos genov iz agrobakterije, je imelo prisotnih le 5 transformantov (NB 31, 
NB 32, NB 33, NB 67 in NB 68), zato nismo mogli zagotovo trditi, da so geni vključeni v 
rastlino, kajti možna je prisotnost agrobakterije in s tem lažno pozitivni rezultati. Pri 
transformantih, ki nimajo prisotnega vir gena (NB 40, NB 43 in NB 69), lahko z večjo 
gotovostjo trdimo, da je transformacija uspela.   
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Slika 5: PCR analiza osmih transformantov T0 generacije N. benthamiana. Analiza prisotnosti genov 
pcoCas9, ZsGreen, HptII, Vir A in Vir D, v zadnji vrstici pa se nahajajo pozitivne ter negativne kontrole ter 
kontrola z vodo. Prisotnost genov Vir A in Vir D kaže na možnost prisotnosti ostankov A. tumefaciens na 
transformantih. 
 
4.3 AKLIMATIZACIJA IN PRIDOBIVANJE T1 GENERACIJE 
Vseh 8 transformantov, ki smo jim z molekulsko analizo potrdili prisotnost izbranih genov, 
smo aklimatizirali. Izmed aklimatiziranih transformantov je en, NB 33, propadel že med 
samo aklimatizacijo, preostalih 7 transformantov je zacvetelo, vendar niso vsi dovolj dobro 
semenili. Transformant NB 43 je slabo semenil, zato nismo uspeli pridobiti dovolj semena 
za T1 generacijo, NB 67, NB 68 in NB 69 pa sploh niso semenili, zato njihovih potomcev 
nismo pridobili. Zato smo uspeli pridobiti T1 generacijo le 3 transformantov (NB 31, NB 
32 in NB 40). Vsa posejana semena T1 generacije izbranih transformantov so uspešno 
kalila, tako da smo pridobili zadostno število rastlin za nadalje analize. 
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Slika 6: Aklimatizirana rastlina Nicotiana benthamiana T0 generacije a) celotna rastlina b) cvet, ki smo ga 
samooprašili c) semenska glavica, ki je nastala po samooprašitvi cveta, iz katere smo pozneje pridobili 
semena za T1 generacijo. 
 
4.4 OPTIMIZACIJA PROTOKOLA KAPA3G Plant PCR Kits 
Optimizacijo protokola KAPA3G Plant PCR Kits smo izvedli z izvlečki rastline NB 43, za 
katero smo bili prepričani, da je uspešen transformant. Z različnimi tipi PCR mešanic in 
načini izolacije smo skušali najti najboljšo kombinacijo obojega. Način izolacije je bil 
izveden na tri načine: z inkubacijo na ledu, toplotno obdelavo in izolirano DNA po 
postopku CTAB. Vsi trije so se izkazali kot uspešne metode vendar med njimi izstopa 
izolacija s toplotno obdelavo, na Sliki 7 vidno pod oznako 2. Največ pomnoženih 
nespecifičnih fragmentov je imela izolacija po postopku CTAB, ki je na Sliki 7 vidna pod 
oznako 3. Izolacija z inkubacijo na ledu, na Sliki 7 vidna pod oznako 1, se je izkazala za 
srednje dobro možnost, saj ni dala tako dobrih rezultatov kot izolacija s toplotno obdelavo, 
kljub temu pa so rezultati boljši kot pri izolaciji s postopkom CTAB. Izjema je le PCR 
reakcijska mešanica 2, pri kateri je najmanj nespecifičnih pomnožitev nastalo pri izolaciji 
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Slika 7: Analiza rezultatov optimizacije KAPA3G Plant Kita s štirimi različnimi PCR mešanicami in tremi 
različnimi tipi DNA. 
 
Bolj pomembna kot način izolacije je sestava PCR reakcijske mešanice, saj ta vpliva na 
količino pomnoženih nespecifičnih fragmentov. Preizkusili smo štiri različne reakcijske 
mešanice z različno sestavo. Kot najslabša reakcijska mešanica se je izkazala PCR 
reakcijska mešanica 2, ki ima pomnoženih največ nespecifičnih fragmentov in ne vsebuje 
ojačevalca (ang. Enhancer), vsebnost MgCl2 pa je bila visoka (3 mM). Reakcijski mešanici 
z oznako 1 in 4 sta dali podobne rezultate. Pri reakcijski mešanici 1 nismo uporabili 
ojačevalca, vsebnost MgCl2 pa je bila nizka (2 mM). Reakcijska mešanica z oznako 4 je 
ojačevalec vsebovala, vsebnost MgCl2 pa je bila visoka (3 mM). Kot najbolj uspešna 
reakcijska mešanica se je izkazala reakcijska mešanica 3, ki je vsebovala ojačevalec in 
nizko koncentracijo MgCl2 (2 mM). Pri tej mešanici ni bilo pomembno, kakšen način 
izolacije DNA smo uporabili, saj so bili rezultati vseh treh opazno boljši od ostalih treh 
mešanic. Tu je bilo zaslediti najmanj nespecifičnih pomnožitev, vendar med njimi vseeno 
izstopa izolacija s toplotno obdelavo v cikličnem termostatu na 95 °C, ki praktično nima 
vidnih nespecifičnih pomnožitev, zato smo prav to kombinacijo izbrali za nadaljnje 
analize.  
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4.5 MOLEKULSKA ANALIZA T1 GENERACIJE S POMOČJO KAPA3G PLANT PCR 
KIT 
Po optimizaciji protokola, smo analizirali transformante T1 generacije, ki smo jih pridobili 





Kot najbolj uspešen transformant se je izkazal NB 40, pri katerem smo testirali 14 sejancev 
in ugotovili, da jih je 10 vsebovalo gene, ki smo jih želeli vnesti v rastlino N. benthamiana 
(Slika 9). Regijo, ki smo jo pomnožili s Cas9-1 parom začetnih oligonukleotidov se je 
prenesla v vseh desetih primerih, medtem ko regije Cas9-2 ni bilo zaslediti le v enem 
izmed sejancev. ZsGreen je pri vseh desetih sejancih slabše namnožen vendar prisoten.  
Slika 8: Sejančki T1 generacije transformanta NB 40 
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Slika 9: Molekulska analiza sejančkov T1 generacije transfomanta NB 40 Ob straneh je nanešen dolžinski 
standard za lažje branje rezultatov ter negativna in pozitivna kontrola. V prvih dveh sklopih so prikazani 
rezultati gena za Cas9, v zadnjem pa za ZsGreen 
 
 
Analiza sejancev NB 31 in NB 32 je pokazala, da sta bila oba transformanta T0 generacije 
lažno pozitivna pri prvi analizi, saj noben izmed desetih analiziranih sejancev T1 
generacije teh dveh transformantov ni vseboval želenih genov Cas9 ali ZsGreen.  
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5 RAZPRAVA 
Transformacijo N. benthamiana smo izvedli po protokolu za transformacijo N. tabacum, 
saj smo želeli ugotoviti, ali je mogoč prenos genov Cas9 in ZsGreen s transformacijo A. 
tumefaciens v vrsto N. benthamiana. Regeneracija rastlin je bila dobra, saj se je večina 
transformantov regenerirala, a kot smo ugotovili pozneje z molekulskimi testi, je bil prenos 
genov, kar je cilj transformacije, slabši, saj večina transformantov, ni vključevala želenega 
prenesenega gena.  
 
72 transfrmantov smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo, od katerih je samo 8 
transformantov vsebovalo želene gene Cas9, hptII in ZsGreen, pri čemer so se začetni 
oligonukleotidi za ZsGreen izkazali za manj primerne. Ti so namreč poleg želenega lokusa 
pomnoževali tudi nespecifične pomnožke večjih dolžin, zaradi česar bi bilo potrebno v 
prihodnje izdelati in uporabiti druge pare začetnih oligonukleotidov. Poleg želenih 
prenesenih genov pa smo pomnožili tudi vir gena, ki sodelujeta pri prenosu T-DNA iz 
agrobakterije v rastlinsko celico. Od osmih transformantov jih je kar pet vsebovalo tudi vir 
gene, zato smo se odločili, da aklimatiziramo vseh 8 transformantov, saj prisotnost vir 
genov lahko pomeni lažno pozitivne rezultate, kar se je pozneje tudi izkazalo za pravilno 
domnevo. Če smo se želeli prepričati, ali so preneseni geni posledica transformacije ali 
ostankov agrobakterije in plazmida, smo imeli na razpolago več možnosti. Lahko bi s 
prenosom po Southernu potrdili ali zavrnili domnevo o vgraditvi genov v genom rastline.  
 
Poleg molekulske analize lahko preverimo transformante tudi tako, da vzgojimo T1 
generacijo, saj je znano, da se agrobakterije in ostanki plazmidov ne prenesejo iz T0 v T1 
generacijo preko semena. Tako se v T1 generacijo prenesejo le geni, ki so se uspešno 
transfromirali v T0 generaciji. Če smo želeli pridobiti T1 generacijo, smo morali najprej 
aklimatizirati transformante T0 generacije. Tako nam je med aklimatizacijo propadel 
transformant NB 33, vsi ostali pa so uspešno cveteli. Cvetove smo samooprašili, vendar, 
kot je iz rezultatov razvidno, smo prišli do T1 generacije le pri treh transformantih (NB 31, 
NB 32 in NB 40), ostali transformanti pa so slabo (NB 43) ali sploh niso semenili (NB 67, 
NB 68 in NB 69).  
 
Z molekulsko analizo T1 generacije smo uspešno potrdili domneve, da je kar pet 
transformantov od osmih lažno pozitivnih, kar je po našem mnenju posledica prenizke 
koncentracije selekcijskega antibiotika higromicina v regeneracijskem gojišču, saj je 
vseeno omogočal rast netransformiranim rastlinam in agrobakterijam. Kot uspešen 
transformant smo potrdili le NB 40, ki že v T0 generaciji ni imel prisotnih vir genov, 
uspešno pa smo potrdili prisotnost transformuanih genov Cas9 in ZsGreen tudi v T1 
generaciji. Žal sta ostala dva transformanta, NB 43 in NB 69, ki ravno tako nista imela 
prisotnih vir genov v T0 generaciji, slabo oz. nista semenila in tako nismo mogli pridobiti 
T1 generacije in dokončne potrditve o uspešni transformaciji.  
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Poleg višje koncentracije antibiotikov v gojišču bi bilo smiselno, da bi izsečke po dveh 
tednih prestavili na sveže gojišče s higromicinom, in kasneje poganjke gojili na gojišču, ki 
poleg timentina vsebuje še higromicin. Na ta način bi zmanjšali verjetnost za lažno 
pozitivne rezultate, saj bi zavirali rast netransformiranih rastlin. Morda bi bilo smiselno 
razmisliti tudi o uporabi drugih antibiotikov. Duan in sod. (2016) navajajo, da naj bi bila 
frekvenca transformacije N. benthamiana v okviru 50 % do 90 %, če kot selekcijski gen 
uporabljamo nptII , medtem ko Clemente (2006) navaja bistveno nižjo frekvenco 
transformacije, in sicer med 20 % in 30 %. Vsekakor bi bilo potrebno razmisliti o 
nadaljnjih spremembah protokola za N. benthamiana, saj uporaba protokola za 
transformacijo N. tabacum ne daje visoke frekvence transformacije. 
 
Pri postopku molekulske analize smo poskusili nov kit, ki močno skrajša čas od vzorca do 
rezultatov, kar nas je pritegnilo, saj je čas v raziskavah dragocen, poleg tega pa nam po 
navedbah Schori in sod. (2013) zagotavlja boljše rezultate, kot do sedaj uporabljen 
postopek s Taq polimerazo. Polimeraza KAPA3G je bistveno bolj odporna na inhibitorje, 
kar nam omogoča, da lahko izvedemo PCR tudi neposredno iz rastlinskega materiala brez 
predhodne izolacije DNA. Po navedbah proizvajalca Kapa biosystem (2017) se čas med 
CTAB metodo izolacije DNA in direktnim PCR s KAPA3G Plant PCR Kit-om skrajša za 2 
uri in 45 min, kar pri veliki količini vzorcev pomeni veliko manj dela predvsem pa močno 
skrajša čas med odvzemom vzorca in rezultati. Po ustaljeni metodi navadno potrebujemo 
dva dneva, saj smo prvi dan najprej izolirali DNA iz vzorcev, naslednji dan pa  izvedli 
PCR in nato nanesli vzorce na gel za agarozno gelsko elektrofoezo. Pri KAPA3G Plant 
PCR Kit-u pa je izolacija DNA iz vzorca močno skrajšana in pri toplotno obdelavi vzorca 
poteka le 5 min, poleg tega pa lahko sočasno toplotno obdelamo veliko število vzorcev, saj 
toplotno obdelavo izvedemo v cikličnem termostatu. Potrebna pa je pazljivost pri odvzemu 
rastlinskega vzorca, saj velikost vzorca močno vpliva na rezultate. V primeru, ko rastlina 
vsebuje veliko inhibitorjev, priporočajo, da se velikost vzorca zmanjša iz 0,5 mm na 0,35 
mm ali pa je potrebno vzorec razredčiti, vzorec pa moramo analizirati v najkrajšem 
možnem času (Kapa biosystem, 2017). 
 
Zaradi razlik v vsebnosti inhibitorjev med posameznimi rastlinskimi vrstami, je potrebno 
izvesti optimizacijo protokola KAPA3G Plant PCR Kit za posamezno rastlinsko vrsto. 
Potrebno je določiti najustreznejšo koncentracijo MgCl2 in potrebnost uporabe ojačevalca. 
Mi smo kot optimalno sestavo PCR mešanice za N. benthamiana izbrali 2 mM 
koncentracijo MgCl2 in dodan ojačevalec. Schori in sod. (2013) priporočajo kot začetno 
koncentracijo 1,5 mM MgCl2, ki jo vsebuje že sam KAPA3G Plant PCR pufer, ki ga zato 
ni potrebno posebej dodajati, in brez dodanega ojačevalca. Kot navajajo, je potrebna 2 mM 
koncentracija le pri manjšem številu vrst, pri ostalih pa dobimo dovolj dobre rezultate tudi 
z 1,5 mM koncentracijo MgCl2, kar bi bilo smiselno preveriti tudi pri N. benthamiana. 
Rezultati s polimerazo KAPA3G so v primerjavi s Taq polimerazo veliko boljši, saj so 
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rezultate pridobili tudi iz vrst, ki jih s Taq polimerazo niso uspeli. Navajajo le problem pri 
vrstah, ki izločajo obilo sluzi.   
5.1  SKLEPI 
Za cilj magistrske nalogo smo si zadali ugotoviti ali je možen prenos genov Cas9 in 
ZsGreen v rastlino N. benthamiana z gensko transformacijo s pomočjo  A. tumefaciens in 
ali ta prenos vodi v stabilno transformacijo. Poleg tega smo želeli preveriti tudi 
učinkovitost KAPA3G Plant PCR Kita. Da bi dosegli te cilje, smo: 
 Izbrali primeren protokol za transformacijo N. benthamiana, v okviru katerega smo 
izbrali selekcijske gene, gojišča in primerne rastline, ki so omogočili uspešno 
transformacijo . Pri tem smo se poslužili ustaljenega protokola za transformacijo N. 
tabacum 
 Transformirano prvo generacijo smo aklimatizirali in samooprašili, da smo dobili 
T1 generacijo, v kateri smo lahko preverili stabilnost transformacije in ovrgli lažno 
pozitivne rezultate.  
 Pri poizkusu smo potrdili, da je vnos genov s stabilno transformacijo mogoč, 
vendar bi bila potrebna večja pazljivost pri selekcijskih antibiotikih, saj lahko pride 
zaradi prenizke koncentracije antibiotika do lažno pozitivnih rezultatov.  
 Pri T1 generaciji smo naredili molekulsko analizo s KAPA3G Plant PCR Kit, ki je 
dal odlične rezultate. Potrdili smo, da močno skrajša čas od odvzema vzorca do 
agarozne gelske elektroforeze ter da so rezultati kljub svežim ekstraktom 
primerljivi, če ne celo boljši od vzorcev po ustaljeni metodi izolacije DNA in PCR.  
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6 POVZETEK 
Genski inženiring se hitro razvija, nove tehnologije na tem področju prinašajo nove 
možnosti, tako v raziskovalni znanosti na področju molekulske in funkcionalne biologije, 
kot tudi na področju genskega spreminjanja. Tehnologij transformacij pri rastlinah je kar 
nekaj, vendar je med bolj razširjenimi načini transformacija s pomočjo vektorja, za 
katerega v večini uporabljamo bakterijo A. tumefaciens. Po odkritju binarnih plazmidov je 
to postal en izmed najbolj dostopnih načinov genskega spreminjanja, selekcijski in 
markerski geni pa so še dodatno omogočili razmah te tehnologije.  
 
Nicotiana benthamiana je modelna rastlina, ki se v zadnjem desetletju vse bolj uporablja 
za študije virologije, zasluga za to gre tudi novim tehnologijam, kot sta VIGS in 
agroinfiltracija. Njena prednost pred ostalimi modelnimi organizmi je dovzetnost za viruse 
in patogene, ki jih je v ostalih rastlinah težje preučevati, istočasno pa je dovolj sorodna 
nekaterim pomembnim kmetijskim rastlinam, kot so krompir, paradižnik, paprika in 
jajčevec. Poleg tega postopek agroinfiltracije, ki omogoča študije ekspresije genov in 
proteinov, najbolje uspeva prav v N. benthamiana. 
 
Študij o transformaciji N. benthamiana z A. tumefaciens je malo in protokol še ni ustaljen 
kot pri N. tabacum, zato smo v ta namen preizkusili protokol za transformacijo N. 
tabacum.  Protokol je pokazal, da je možen vnos genov v rastlino z A. tumefaciens, poleg 
tega pa smo v stabilno transformacijo poskusili vnesti tudi gena Cas9 in ZsGreen. Rezultati 
so pokazali, da je stabilna transformacija teh dveh genov v N. benthamiana sicer mogoča, 
vendar njuna frekvenca ni bila visoka. Razlog za to smo iskali v prenizki koncentraciji 
selekcijskega antibiotika, ki je dopuščal rast in razvoj lažno pozitivnim rastlinam.  
 
Poleg osnovne naloge raziskovanja smo preizkusili tudi kit KAPA3G Plant PCR, ki močno 
skrajša postopek pridobivanja rezultatov. Rezultati, pridobljeni s pomočjo tega kita, so bili 
jasni in skoraj brez nespecifičnih namnožitev, kot smo jih navajeni pri klasični izolaciji 
DNA. Delo se močno poenostavi, saj izolacija DNA ni potrebna, izvede se le ekstrakcija iz 
svežega rastlinskega materiala, ki se toplotno obdela v cikličnem termostatu. Kljub temu, 
da so prisotni rastlinski inhibitorji iz svežega rastlinskega ekstrakta, PCR poteče normalno 
in na agarozni gelski elektroforezi so pomnožki lepo vidni. 
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Sestava gojišča MS (Duchefa) (Murashige in Skoog, 1962). 
 
Mikroelementi  Masna koncentracija 
(mg l-1)  
Množinska 
koncentracija (μM)  
 
CoCl2 6H2O  0,025  0,11  
CuSO4 5H2O  0,025  0,10  
Fe-Na-EDTA  36,70  100,00  
H3BO3  6,20  100,27  
KI  0,83  5,00  
MnSO4 H2O  16,90  100,00  
Na2MoO4 2H2O  0,25  1,03  
ZnSO4 7H2O  8,60  29,91  
 
Makroelementi  mg l-1  mM  
CaCl2  332,02  2,99  
KH2PO4  170,00  1,25  
KNO3  1900,00  18,79  
MgSO4  189,54  1,50  
NH4NO3  1650,00  20,61  
 
Organske sestavine  mg l-1  μM  
glicin  2,00  26,64  
mio-inozitol  100,00  554,94  
nikotinska kislina  0,50  4,06  
piridoksin-HCl  0,50  2,43  
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Sestava pufrov in raztopin uporabljenih v raziskavi 
 
 
Izolacija DNA  
 
Raztopina/pufer sestavine proizvajalec koncentracija 
Pufer CTAB cetiltrimetil amonijev 
bromid (CTAB)  
 
Duchefa 2 % (w/v) 
 Tris- HCl (pH 8,0) Duchefa 0,1 M 
 EDTA (pH 8,0) Sigma 20 mM 
 NaCl Duchefa 1,4 M 
 β-merkaptoetanol Sigma 0,2 % (v/v) 
Pufer TE Tris-HCl (pH 8,0) Duchefa 10 mM 
 EDTA (pH 8,0) Sigma 1 mM 
 
 
Merjenje koncentracije DNA 
 
Raztopina/pufer sestavine proizvajalec koncentracija 
10x TNE pufer (pH 7) 
 Tris- HCl (pH 8,0) Duchefa 0,1 M 
 EDTA (pH 8,0) Sigma 0,01 M 
 NaCl Duchefa 2 M 
 
 
Agarozna gelska elektroforeza  
 
Raztopina/pufer Sestavine  proizvajalec Koncentracija 
1 X TBE pufer (pH 
8,3) 
Tris-HCl Duchefa 1,1 M 
 borna kislina Duchefa 0,9 M 
 EDTA Sigma 25 mM 
Nanašalno barvilo 
BPB 
Ficoll® 400  12,5 % (w/v) 
 bromfenol modro  6,7 % (v/v) 
 10 x TBE pufer  Uravnavanje volumna 
 
 
 
 
